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(3) Puffer fur DNA- und RNA-Polymerase-Reaktionen 

(§) Die Erfindung betrifft einen Puffer fur 0NA- und RNA- 
Potymerase-Reaktionen. der Betain enthatt, und die Verwen- 
dung von Betain in DNA- und RNA-Poh/merase-Reaktionen, 
insbesondere in der spezifischen PCR von Histokompatibili- 
tats-Antigenen (HLA) und der reversen Transkription von 
RNA in cDNA unter Verwendung eines Oltgo-dT- Primers. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft einen Puffer far DNA- und RNA-Polymerase Reakiionen. der B tain enthalt und die 
Verwendung von Betain in DNA- und RNA-Polymerase-Reaktionen. insbesondere in der spezifisch n P lyme- 

. ra^.K«ten-Reaktion und in der reversen Transkripti nv n RN A in cDNA (RT). 

Es isf bSanm d£ d5 der P lymerase-Ketten-Reaktion verwendeten Puffer Tris-HCLTricin. Kahumch te- 
nd I und MaSumSrid beinhalten. Auch wurde der Zusatz von DMSO (Winship. P. R. e. aL, 1989. NucL Acids 
Res 17 ^ffSSSSS^ Detergenzien (Bachmann. B. et al, 1990. NucL Acids Res. 18 1309) vorge- 
schlaee'n. um die DNA-Sequenzierungsreaktion zu verbessern und BasenmiBpaarungen zu vermeiden. 
I0 Hung et al. beschreiben in NucL Acids Res. VoL 18. No. 16. 4953 (1990) den Zusatz von Tetrameythylammoni- 
umchlorid zu den ublichen PCR-Puffern. um die Spezifitit der PCR zu erhdhen. *<-iH« R»« v«l 

Um DNA-Molekule mit mehr als 6 kbp zu amplrfizieren. wird von M. R. Ponce et aL in NucL Acids Res. VoL 
20 No 3 623 { 1 992) der Zusatz von Beta-MercaptoethanoL Gelatine und Thesit beschrieben. 
Alle Knannten PCR-Puffer weisen jedoch den Nachteil auf. daB durch die vorhandene Salzkonzentration die 
, j Amplification bestimmter DNA-Molekflle negativ beeinfluBt werden kann. Daneben sind Dimethylsulfoxid und 

Tetramethylammoniumchloridtoxisch. » • 

Es wurde nun gefundeiudaB Puffer, die N. N. N-Trimethylglycin (Betain) und keine Kalium-. Ammonium- oder 
Tetraalkylammoniumionen enthalten. sehr gut fur spezifische Polymerase-Ketten-Reaktionen geeignet sind. 
Die Konzentration von Betain im erfindungsgemaBen Puffer kann 200 bis 1000 raM betragen. So hat sich zum 
a, Beispiel bei der spezifischen PCR von HLA-Antigenen gezeigt daB eine Zusammensetzung des Puffers aus 500 
bis 800 mM Betain und 1 bis 6 mM Magnesiumchlorid optimal ist Insbesondere enthalt der Puffer zur spezifi- 
schen Amplifikation von HLA— B-Allelen 500 bis 800 mM Betain, 1 bis 6 mM MagnesiumcWond 8 bis 12 mM 
N-Tris(hydroxymethyl)methylglycin mit pH 83 und 93 bis 106 ug/ml BSA V. Dabei wird die PCR eines Fragmen- 
ts des H LA — B-Gens enthaltend Sequenzen von Exon 2 bis Exon 3 wie zum Beispiel von B 27. B27-Subtypen, B 

* 12. B 44 B 45 B 7 BW 22, B 13. B 14, B 18, B 73. B 41, B«4001 oder B 42 mit 2 Allel-speafischen Oligodesoxynu- 
kleotid-Primern durchgefOhrt. die am 3'-Ende in den drei letzten Nukleotiden mit der gesuchten Allelsequenz 
ubereinstimmen und in der Qbrigen Sequenz zu niindestens 80% mit der Allelsequenz homotog sind 

Oberraschend wurde auch gefundeadaB Betain-enthaltende Puffer fur die reverse Transknption von RNAin 
cDN A sehr gut geeignet sind. Ein positiver EinfluB auf die reverse Transknption von sekundarstrukturreicher 

* ^b W e^nd«ekS!S!i die erfindungsgemaBen Puffer fur die reverse Transition von RNA in cDNA unter 
Verwendung eineiOiigo-dT-Prirflert uhd von M-MLV reverser Transknptase bis zu 3 M Betain und ggf. auch 
Kaliumchlorid enthalten. Die Akrtvitat iler reversen Transknptase wird. wie auch die Aktivitat der Taq-Polyme- 
rase, durch Betain nicht merWich beeintrachtigt 

« Vorzugsweise enthalt ein erTuidungsgemaBer Puffer zur reversen Transknption von RNA in cDNA zum 
Beispiel unter Verwendung von Oligodesoxythymidin «dT), 2 -,s) und M-MLV reverser Transknptase 1 bis 3 
M Betain, 60 bis 75 mM Kaliumchlorid und Ibis 6 mM MagnesiumcWond. 

In einer anderen bevorzugten AusfOhrungsform kann der Puffer zur reversen Transknption von RNA in 
cDNA auch 1 bis 3 M Betain, 20 bis 75 mM Kalium- oder Ammoniumionen und 1 bis 10 mM Magnesiumionen 

40 en ZusaSmenfassend ist festzustellen, daB Betain eine Reihe von Vorteilen herkommlicher, bisher in der PCR- 
und reversen Transknption verwendeten Kosolventien kombiniert: , 
Es ist chemisch inert und nicht-ionisch. dh.es kann m.t e.ner Anzahl anderer Kosolvenzien und Salzen 
kombiniert werden. um optimale Reaktionsbedingungen fur die jeweiligen Primer und Template zuschaffen. 

Daneben erleichtert es die Transknption GC-reicher Dominea Da nur GC-Basenpaare destabihsiert werdea 
kfinnen Primer so gewahlt werden. daB ihre Hybridisierung mit der Zielsequenz mdglichst wenig beeintrachtigt 

* Alieemeine Destabilisierung von dsDNA, z. B. durch Glycerin. Dimethylsulfoxid oder Formamid setzt auch 
die Hybridisierungstemperatur der Primer herab und hat damit sowohl positive wie negative Auswirkungen auf 
die Ausbeute von DNA-Polymerase-Reaktionen. Betain ist unter den nicht-k>nischen Kosolvenzien einzigartig 
in seiner Eigenschaft AT-Basenpaare zu binden und dadurch zu stabilisieren. Da mcht-ionische Kosolvenzien 
alleemein dsDNA destabilisieren. erfolgt in Anwesenheit von Betain insgesamt erne spezifische Destabilisierung 
GC-reicher Domanen in DNA und RNA. Betain ist jedoch erheblich billiger als Deoxyguan.dm-Analoge w,e s.e 
zu diesem Zweck in Sequenzierung und PCR erfolgreich eingesetzt wurden und kann auBerdem auch in i der RT 
verwendet werden. AT-reiche Primer wie z.B. (dT), 2 -, 8 in der RT werden jedoch wemger bee.nnuBt als 

^aSsiuSK 

tion in der PCR stark von den jeweiligen Primem oder Templaten ab. In Gegenwart von^ Betam f ^eitert sich 
dieser optimale Bereich. wodurch sich die Optim.erung. insbesondere von Koamplifikationen fMultiplex-PCK ). 

M ^DeweUeren ist bekannt daB sowohl NaCI als auch Heparin als Verunreinigungen in DNA-Proben 

k6n S&S Heparin in Konzentrationen zwischen 2.5 • 10"* - 10-' U/ul ahnliche Effekte w,e NaCL Im 
Sund der Technik wurde deshalb Heparinase-Verdau oder Vorbehandlung Hepann-enthaltender DNA m.t 
Chelex Too vorgeschlagen (Franceses Poli. Rosa Catteano. Loretta Crespiatico. Angelea Nocco und G.rolamo 

« ^irrhia PCR Methods and Apphcations, 1993. 2. 356— 358). 

S wuSc min gefundem die PCR-Au$bcuten. insbesondere von HLA — B. bei Heparin-enihaltenden 
DNA-Proben in Gegenwart von Betain deutlich verbessert werden konnen. Vorzugsweise zeigen sich ^ diese 
Befundl ^ bei Betain konzentrationen von 500- 800 mM. In Gegenwart von 0.8 M Betam werden b.s zu lOfach 
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hdhere Heparinkonzentrati ncn tolerieir 

Betain macht also die Aufreinigung von Salz- oder Heparin-enthaltenden DN A- Pro ben weitgehend uberflus- 
sig, was vor allcm in dcr r utinemaQigen Umersuchung klinischcr und fortnsischer Proben von Voneil ist. 

Daneben ist Betain ist im Gegensatz zu den Kosolvenzien DMSO, F rmamid und M ethyl -Quecksilbe rhydro- 
xid ungiftig und ein naturiicher Schutz, den Zetlen im Laufe der Evolution gegen thermische und ionische 5 
Denaturierung ihrer Proteine entwickelt haben. 

Die Aktivitat der Taq- Polymerase und der revcrsen Transkriptase wird durch Betain nicht merklich beein- 
trichtigt. 

Die Erfindung soil nachstehend durch Ausfuhrungsbeispieie naher erlautert wcrden: 

to 

Ausfuhrungsbeispieie 
1. Polymerase- Ketten-Reaktion von H LA- B- A Helen 

a) Reaktionsansatz , 5 

Die Amplifikationen werden in DN A-Thermocyclem (z. B. dem DN A-Thermocyc!er 480 der Firma Perkin-El- 
mer-Cetus) in 500 uTEppendorf-Reaktionsgefaflen durchgefOhrt DNA wird durch Vcrdauung von zu untersu- 
chenden Proben mit Proteinase K und nachfolgende Phenol/Chloroform- Extraktion gewonnen. Zur Reaktion 
werden Mengen von 50 bis 1000 ng in einem 20 uJ Reaktionsvolumen eingesetzt 20 

Der Ansatz enthalt auBerdem: 

1 0 mM N-Tris(hydroxymethyl)methylglycin f pH 83 bei 20° C (Tricin) 
100 u.g/ml Rinder-Serumaibumin (BSA V) 

0.2 mM je Nukleotidtriphosphat (dATP, dCTP. dGTP. dTTP) 25 

3 ng/u.1 je Primer 

0,025 U/uJ Taq- Polymerase 

mitTNFpals Kontrolle: 

30 

600 mM N^IJM-Trimethylglycin (Betain) 

3 mM Magnesiumchlorid 

mit Genen XA/XB ais Kontrolle: 

05 

800 mM N.N,N-Trimethylglycin (Betain) 

4 mM Magnesiumchlorid 

b) Temperaturschritte 

40 

Die PGR- Programme werden in folgenden Temperaturschritten durchgefuhrt: 

41 94 o c vordenaturierung 
B27-PCR allgemein (einschl .B27) 45 
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c^. n ,i..-«„.maa trweisen sich in Gegenwart von Betain Hybridisierungstemperaturen. die ca. HTC niedri- 
ge^gen ll^ilSS^-ri^l^t-r der Primer. «d MgCh-Konzentrattonen zw.schen 3 



und 4 mM als vorteilhaft 

c) Dctcktion 



Erfolgrekhe Uplink., i . *r im^* > K«,r *n £ J^^-^^&CtjE 

Unge der erhaltenen PCR-Produkte ist eine Kontrolle for d.e Spez.fitat der PCR fur HLA - B. 

d) Ergebnisse 

HLA B27 B 7 B 8 B 41 B 42 B 60. B 61 und B 73 wurden unter obigen Bedingungen erfolgreich amplifiziert 
Die Spezifitat der HLA— B PCR wurde mit Hilfe der folgenden Standard-Zellinien getestet: 
Positive Kontrollen waren 

a) fOr B27 und seine Subtypen: HOM2. JESTHOM. WT24. LS40 sowie die nicht-standartisierten Unien LH. 

W^SSJSSsLE. MADURA, MT14B. PEt 1 7. BRU. RLO. LS40 (B27/B60) 

c) fur B7: HHKB.SAVC LD2B. R69(B7/B27) 

d) fur B8: VAVY. LH (B8/B27) 

e) furB42:RSH 

f) furB41:RLO(B38/B41) 

g) fur B61 (B-4002) : SWEIG 

Als Neeativkontrolle dienten auBerdem zahlreiche weitere. fur die hauf.gsten HLA— B- Allele representative. 
s££S«!!S!liL. deren Al.elsequenz zu einemder beiden verwendeten Pnmern vo.lstand,g temple- 
m«itarwarfz.B B14 und B16 mit B7CREG1 inder B27-PCR). 

Vo^» sowoW seroloWh als audi mit Hilfe der PCR auf HLA-B27 untersuchten Spendern wurde m 43 
Pa»en ^sWve oSsSmung zwischen beiden Tests und in 6 Fallen negative Obere.nstimmung gehmden. 
Rllen positive u £[*™*^"|Ei war $er0 | O gisch B27-negativ und positiv anhand des PCR-Ergebmsses. 

lEmaTw^ 

PCR PrSte wurde weiterhin durch Gelelektrophorese (Groesse) und in den Ampl.fikationsprodukten von 22 
^S^^SSS»U<-B typisierten 827-heterozygoten Proben durch Verdau m,t Restnkuonsenzy- 

men besatigt. x Amn i:r,Wationen wurden unter den obigen Bedingungen nicht beobachtet 

UmdefEtnu ( B vo^^ Betain und NaCI auf die Ampliation von B7 B8 und 

B2VTuuntersuSen wurden vier Puffer enthaltend 50 mM KCI und LSmM MgCh getestet: zwe, handelsubhche 
(Boehnn g erMannhein,Prome^ N<Q dje ^ der 

hSIK^ 

karion wird iedoch in Gegenwart von 50 mM TMAC1 erzielt und optimale PCR von HLA-B7. B8 und B27 bei 
S 6 -?0 M Beta^ L Z5-4 mM MgClrKonzentrationen. Oberhalb dieser Grenzen w.rkt Betam mhjb.ere„d 
« nro I;. T«h7n «nannten Primera Wahrend die Amplication der internen Kontrollen in Abwesen- 
iiSSSS^Sl^^Si die HLA— B PCR ist. kehrt sich dieses Vermis in Gegenwart 

von Betain und TM AG um. 

Z Reverse Transkription mit M - MLV reverser Transkriptase 
a) Reaktionsansatz 

3.0 M N,N,N-Trimethylglycin (Betain) _ 

50 mM Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan (Tns) pH 8^D€i/ut 

55 75mMKCl 
3mMMgCI 2 

10 mM 1.4 Dithio-Threitol (DTT) 

400 mM je Nukleotidtriphosphat (dATP, dCTP. dCTP. <TTTP) 

RNA von ca. 2 x 10 s Blutzellen wird durch Guanidin-Isothiocyanat/Phenolextraktion gewonnen und in 

« die Qbrigen Reagenzien zugefugt und fur 60 Mmuten to JTG « V-beta20 und Calp- 
Die erhaltene cDN A wird durch semiquantitative PCR der T-Zellrezeptorgcnc 

ha geschalzt u^in^n tirhtharen Nachteil auf die cDNA-Ausbeute 

Is zeigte sich. daB Betain in Konzentrationen bis zu 3 M kemen sicntoaren iNacmcu 
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bei den Qblichen Reaktionstemperaturen hat. jcdoch den VorteiUdaO die erhdhte Temperatur von SI'C von 
M -MLV r Transkripta« erheblich besser als in herkdmmlichen RT-Puffern hne Beta.n tolenert w.rd. 



Patentanspruche 



i Puffer fQr DNA- und RNA-Polymerase-Reaktionen, enthaltend Betain. 

TpKaT^ PCR von HLA — B-Allelen unter Verwendung von 

I'purferwcn^rnefn der Anspruche 2 oder 3. enthaltend 200- 1000 mM Betain. 

S. Puffer nach einem der Anspruche 2 bis 4. enthaltend 200 bis 1000 mM Beta.n und I bis 6 mM Magnes.um- 

fKffer nach einem der Anspruche 2 bis 5. enthaltend 500 bis 800 mM Betain. 1 bis tmM Magnesiumchlo- 

ri'd. 8 bis 12 mM N-Tris(hydroxytnethyl)methylglycin mit pH W und 93 bis 106 ug/ml BSA V. 

rPuffer nach I Anspruch 1 fur die reverse Transkription von RNA in cDNA. vorzugswe.se unter Verwen- 

dunBeinesOliBO-dT-PrimersundM-MLVreverserTransknptase. 

8. Puffer nach Anspruch 1 oder 7 fQr die reverse Transkription von RNA m cDN A unter Verwendung von 
Oligodesoxythymidin((dT)i2-t8). 

9 Puffer nach Anspruch 7 oder 8, enthaltend bis zu 3 M Betain. 

10 Puffe^nach einem der Anspruche 7 bis 9. enthaltend 1 bis 3 M Beta.n. 20 bis 75 mM Kahurn- oder 
Ammoniumionen und 1 bis lOmM Magnesiumionen. 

IK Puffer nach Anspruch 10. enthaltend 1 bis 3 M Betain. 60 bis 75 mM Kal.umchlond und 1 bis 6 mM 

Magnesiumchlorid. ■ . 

12. Verwendung von Betain fOr DNA- und RNA-Polymerase-Reaktionen. 

13. Verwendung gemaB Anspruch 12 far die spezifische PCR. vorzugswe.se fQr d.e PCR von Histokompat.- 

» 3 zur Amplification eines Fragmentes des HLA-B-Gens 

enthaltend Seaucnzcn von Exon 2 bis Exon 3. 

15 V^nSSg gemaB Anspruch 12 fur die reverse Transkription von RNA in cDNA, vorzugswe.se unter 
Verwendung eines Oiigo-dT-Primers und M- MLV reverser Transknptase. 
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